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The usage of  sewage  sludge  as  an organic  fertiliser offers  a way  to  recycle nutrients  and 
organic matter  for  a  sustainable  agriculture.  Sewage  sludge  is  rich  in  plant  nutrient  like 
nitrogen,  phosphorus,  potassium  and  micronutrients.  Concerning  the  depletion  of 
phosphorus resources, the reuse of sewage sludge can contribute in reducing the production 
of artificial fertiliser and satisfy agricultural nitrogen and phosphorus demands. Heavy metals 
and  organic  contaminants  contained  in  sewage  sludge  hampered  the  image  of  sewage 
sludge application in agriculture, although reduced since the last decades. Another concern 
is pathogens in the sludge, posing a risk on human health and the food chain when applied 
to  land. Pathogens  in  sewage  sludge have not been  considered  as  limiting  for  the use  as 
heavy metals, thus regulations on pathogens putting less restrictions. This has changed over 
the  last  years,  especially  in  the  EU member  states,  lowering  pathogen  limits  for  sewage 
sludge  (biosolids) when applied  to  land. Therefore, proper sanitisation of sewage sludge  is 




(<40°C)  and  a  subsequent  anaerobic  chemical  treatment  phase  using  urea  solely  or 
combined with carbonate or ECOX (sodium percarbonate). Urea addition releases ammonia, 
which has shown to effectively reduce pathogens. This antimicrobial effect is combined with 
the biological heat development  in compost, also  reducing pathogens. All  tested chemical 
treatments  reached  a  5  log10  reduction  for  total  thermotolerant  coliforms  and  an  8  log10 
reduction for Salmonella spp. within the two weeks experiment, with the best effect using 
1.5% urea. Somatic coliphages reached a 1‐2 log10 reduction in treatments and control. The 
treatments  had  no  significant  effect  on  enterococci  and  only  a  1  log10  reduction  was 
achieved.  The  viability  of  Ascaris  suum  eggs was  reduced  in  all  treatments,  but without 
consistency. No viable eggs were detected with 1.5% urea and 1.5% urea+3% CaCO3, when 
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Ascaris      Ascaris suum 
CFU      Colony‐forming units 
DM      dry matter 
DR      decimal reduction time 
E. coli      Escherichia coli 
E. faecalis/enterococci    Enterococcus faecalis 
ECOX      Sodium percarbonate 
N‐TOT      total Nitrogen 
N‐NH4+      Ammonium Nitrogen 
NH3      Ammonia 
PFU      Plaque‐forming units 
Salmonella Typh.    Salmonella enterica serovar Typhimurium 
Salmonella      Salmonella spp. 
TTC      Total Thermotolerant Coliform bacteria 
TS      Total Solids 
VS      Volatile Solids 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































a  region  (EC,  2001a).  Hence,  the  pathogenic  contamination  of  sewage  sludge  can  be 
expected higher  in developing countries with a  low sanitation  level and higher numbers of 
infected people excreting the pathogens with their feces. Pathogens are dealt with in more 
detail in the following chapter 2.2.  
When  sludge  is  treated  and  fulfills  requirements  for pathogens  and other pollutants,  it  is 
suitable as fertiliser and in the U.S. termed as “Biosolids” to imply its quality (USEPA, 2003). 
For this reason pathogenic  inactivation plays an  important role  in sewage sludge treatment 
and different approaches are currently applied  for  sewage  sludge quality assessment. The 
USEPA regulation divides biosolids into class A and B to give guidance about land application 
based on treatment and pathogen and indicator concentrations. Class A biosolids demand a 
high pathogen  reduction  for public  sale  and  land  application without  site  restriction:  The 
limit for feacal coliform bacteria in sewage sludge is < 1000 g‐1 TS and for helminth eggs less 
than 1 egg  in 4  g  TS  (USEPA, 1994).  This  class  is  considered  as  “pathogen‐free”  and  thus 
minimizes the risk for human and animal health and the food chain. Class B biosolids are less 
restricted  regarding  pathogen  inactivation  and  may  still  contain  a  certain  amount  of 
pathogenic organisms: Helminth eggs do not have to be reduced and faecal coliform bacteria 
in  the product  should be <26 CFU/g TS or a 2log10  reduction during  the process has  to be 
achieved.  For  this  reason,  class  B  requires  restrictions  on  usage  and  land  application  to 
decrease the risk to human health. A further pathogen  inactivation of class B biosolids can 
then be provided by exposure to the environment over time, which should be  longer then 
the  potential  survival  of  the  microorganism  in  the  soil.  Based  on  this,  subsequent 
inactivation  after  land  application,  crop  harvest  and  land  access  for  humans  and  grazing 
animals is restricted for an appropriate time period when applying Class B biosolids to a field 
(USEPA,  2003).  Recommendations  are  given  by  the  European  Commission  (Directive 
86/278/EEC)  about  the  usage  of  treated  biosolids  in  agriculture  with  supplementary 
specification in the different member states. Regarding heavy metals the EU set lower limits 
than  the  US,  while  no  pathogen  limits  for  biosolids  as  end  product  are  defined  by  the 
European Commission compared to the US regulations. The EC demands treatment of sludge 
prior  to  land  application,  and  set  restrictions  on  certain  crops.  Yet,  the  EC  allows  using 
untreated  sludge  “if  it  is  injected  or worked  into  the  soil”  (EC,  2010b).  Explicit  pathogen 
limits  are  left  to  the  member  states.  In  comparison,  for  manure  and  class  3  animal 






Regarding  the  land  application,  sewage  sludge  represents  a  valuable  nutrient  resource 
(Table 1), containing a high proportion nitrogen, phosphorus, potassium (Arthurson, 2008), 

















Sewage sludge mainly undergoes  three different options, disposal on  landfills,  incineration 
or  agricultural  recycling  (De  Brouwere,  2006).  Economically,  agricultural  reuse  of  sewage 




Assessing  the microbial  risk  from  land  application  of  sewage  sludge,  a  variety  of  human 
pathogenic microorganisms has to be considered, belonging to  four main groups: bacteria, 
viruses,  protozoa  and  helminthes  (Arthurson,  2008).  Davis  et  al  (1999)  compiled  data 
presented  by  the  European  Commission  (2001b)  about  typical  concentration  of 
microorganisms  in  untreated  sewage  sludge  from  various  sources.  Bacteria  samplings 
counted  approximately 106  E.  coli, 102‐  103  Salmonella  spp.  and  virus monitoring  showed 




While bacteria  and  viruses die within one  to  three months, parasite  eggs  can  survive  for 
years in soil or wastewater posing risk of transmission (USEPA, 2003, Sidhu and Toze, 2009). 
Parasites have a high persistence  in  the environment, even at  low  temperatures. Bacteria 
and virus survival in soil amended with biosolids depends on pH, moisture and temperature, 
for bacteria nutrient availability  is an additional  factor  (Pepper et al., 2006). Bacteria have 
the  possibility  of  regrowth  in  a  suitable  environment, whereas  protozoa,  helminthes  and 




one way  of  infection.  Indirect  routes  are  the  consumption  of  crops  or milk  from  grazing 
animals  as  well  as  vector  transmission  through  other  animals.  Runoff  from  fields  with 
sewage sludge amendment also presents a risk. (USEPA, 2003) 






viruses  are negatively  charged  as well  as most  soil particles.  In  contrast,  at  acidic  soil pH 
viruses are positively charged and thus sorption is increased (Pepper et al., 2006). However, 
studies by Chetochine et al. (2006) indicated that only a minor part of viruses is expected to 
be  leached  out,  because  viruses  are  strongly  adsorbed  to  biosolids,  affecting  the  pH–
dependent  potential  for  transport  (Pepper  et  al.,  2006).  The  virus  adsoption  to  biosolids 












and  norovirus  as  well  as  the  parasites  Cryptosporidium,  Cyclospora,  Toxoplasma, 
Microsporidia and Giardia are considered to be particularly critical (Sidhu and Toze, 2009) . 
The  protozoan  Cryptosporidium  is  an  important  waterborne  disease  often  found  in 
wastewater treatment plants and also in surface waters. It has been responsible for several 
outbreaks and poses a high risk on human health (Dumontet et al., 2001). As a food‐borne 
disease,  the bacteria  Salmonella  spp.  and Campylobacter  spp.  are  responsible  for  causing 
gastroenteritis in many cases throughout the world. 
Indicator	and	Model	Organisms	
For  monitoring  the  environmental  hygiene,  indicator  and  model  organisms  are  used  to 
determine  pathogen  reduction,  as  it  is  not  practicable  to  examine  all  pathogens  that 
potentially can be present. (Nordin, 2010) 
Faecal  indicators  are  organisms  naturally  occurring  in  faecal material  in  sufficiently  high 
numbers,  so  that  their  presence  and  reduction  can  be  used  to  draw  conclusions  about 
potential  pathogens.  These  organisms  should  be  easy  to  cultivate  and,  of  particular 





Model  organisms,  are  used  to  deduce  conclusions  about  another  organism  with  similar 
behaviour, e.g.  the pathogen of concern. These organisms, pathogenic or non‐pathogenic, 
can be initially present or added to serve as a model. The usage of a model organism can be 








Traditionally  used  bacterial  indicators  are  faecal  streptococci,  thermotolerant  coliform 
bacteria and  faecal  coliform bacteria, with  further addition of Clostridium perfringens and 
enterococci  (E.  faecalis)  (Sidhu  and  Toze,  2009).  E.  coli,  for  instance  is  representative  for 
vegetative bacteria as Shigella, Vibrio or Listeria (Lepeuple et al., 2004).  
Virus  monitoring  have  been  technically  difficult,  which  is  why  bacteriophages  are  used 
instead  as  indicators  and  models.  Bacteriophages  are  defined  as  viruses  which  infect 
bacteria. They show a similar structure, morphology and size as enteric viruses and provide 
an easier and  safer handling  (Sidhu and Toze, 2009). Examples of bacteriophages used as 
indicators  are  somatic  coliphages,  F‐specific  RNA  phages  and  phage  infecting  Bacteroides 
fragilis  (Lepeuple  et  al.,  2004).  All  three  groups  show  advantages  and  disadvantages. 
Coliphages show a “wide host range, presence in natural aquatic environments and ability to 
multiply  in  the  environment”  (Sidhu  and  Toze,  2009),  compared  to  f‐specific RNA phages 
which don´t multiply in the environment. Moreover, differences in heat resistance between 
the  phages  were  reported,  somatic  coliphages  being  less  resistant  than  f‐specific  RNA 
phages  and  phage  infecting  Bacteroides  fragilis  (Sidhu  and  Toze,  2009).  Laboratory 
experiments  also  showed  possible  higher  heat  resistance  for  poliovirus,  rotavirus  and 
coxsackievirus than bacteriophages, suggesting some weaknesses as indicator organisms for 






resistance  in environment and  thus present an overall good  indicator  for general parasitic 
viability. 
2.3. Treatment Methods 
Methods,  like  anaerobic digestion,  chemical  treatment  including  lime or urea  application, 
pasteurization  and  composting  can  be  used  for  stabilising  sewage  sludge.  Stabilisation 
means  reduction  of  pathogens,  odor, water  and  organic matter  content  of  the  residues 
(Arthurson,  2008).  The main  common  demand  on  a  stabilisation  process  is  a  significant 
pathogen reduction. Besides,  it  is advantageous when the material constitution  is changed 
concerning organic matter, water content and odor  to prevent drawing attention of other 
organisms (USEPA, 2003).  
Concerning  the  inactivation  of  pathogens,  pH  and  temperature  are  important  factors 
determining the rate of reduction. Elevated temperatures lead to cell death, partly because 
of enzyme denaturation (Haug, 1993). The time/temperature ratio  is an  important variable 















can  lead  to a  temperature  rise up  to 80°C, but  the maximum beneficial  temperature  for a 
diverse  and  stable microbial  community  lies  at  60°C  (Dumontet  et  al.,  1999).  Small  scale 
composting requires  insulation,  for  instance  in suitable vessels, while  large scale composts 
need to have a sufficient height for the pile to conserve the heat inside(Vinnerås, 2007). 
Depending  on  time  and  temperature, USEPA  classifies  composted  sludge  as  class  A  or  B 
biosolids (USEPA, 2003). For class A biosolids, the USEPA (2003) recommends a temperature 
rise to either 40°C for five days or exceeding 55°C for four hours during the five day period. 
The  temperature  kept  over  a  certain  time  period  is  an  easy  way  to  estimate  pathogen 
inactivation.  
Beside  these  factors,  also  microbial  competition  and  inhibiting  substances  can  lead  to 
pathogen  control  or  destruction  when  composting  organic  material  (Haug,  1993).  In 
composts,  antagonistic  organisms  are  an  additional  advantage  for  pathogen  inactivation 
compared to other biological treatments as anaerobic digestion (Dumontet et al., 1999). The 




33  to 56°C, enterococci could not be  significantly  reduced within 6 days  (Vinnerås, 2007). 
Vinnerås (2007) pointed out, that maintaining a high temperature over a certain period, as 
well as the composition of a material play a direct role  for pathogenic survival. One  factor 




The  end  product  of  the  sewage  sludge  compost  demonstrates  a  change  in  structure  and 
composition, thus  it “turns  into a substrate unsuitable  for the growth and survival of most 
pathogens” (Dumontet et al., 1999). Yet,  if not totally sanitised, the compost bears still the 
risk of regrowth for certain pathogens. For minimizing this risk, temperature monitoring can 
ensure  that  a  certain  temperature  was  remained  over  the  required  time  for  sufficient 





One  major  problem  associated  with  composting  is  nitrogen  losses  due  to  ammonia 
volatilization.  Ammonia  emissions  from  agriculture  are  contributing  considerably  to 
environmental acidification and eutrophication. Within composting, the process of ammonia 










(e.g.  Austria,  Portugal,  Spain,  Belgium, Denmark).  Regarding  agricultural  reuse,  a  positive 
development is in progress: Sweden, the Czech Republic, Lithuania, Poland and partly Spain 





Nordin,  2010,  Fidjeland  et  al.,  2013). When urea  is  added  to  sewage  sludge,  the  enzyme 
urease  transforms  it  by  hydrolysis  to  ammonia  and  carbon  dioxide  (equation  1)  both 
products  showing disinfectant properties  towards microorganisms.  (Fidjeland et  al., 2013, 
Vinnerås, 2002).  
ܥܱሺܰܪଶሻଶ ൅ 2	ܪଶܱ → 	ܪଶܥܱଷ ൅ 	ܰܪଷ (1)
Ammonia prevails in two forms, the unionized form NH3 and the ammonium ion NH4+, being 
in  equilibrium  (equation  2).  The  ionized  form  is  an  important  nutrient  for  plants  and 
microorganisms, while NH3 has an antibiotic effect (Vinnerås, 2002, Nordin, 2010). 
ܰܪଷሺܽݍሻ ൅ ܪଶܱሺ݈ሻ ↔ ܰܪସାሺܽݍሻ ൅ ܱܪିሺܽݍሻ (2)
An  increase  in  temperature  and  pH  leads  to  a  shifting  towards  the  side  of  uncharged 
ammonia  (NH3).  In contrast, at pH‐values  lower  than 8,  the ammonia  fraction will be very 
low and mainly the NH4+ form will be prevailing, thus only a minor sanitisation effect can be 




ሾܰܪଷሿ ൌ ሾܰܪ௧௢௧ሿ		∙ ݂ܰܪଷ	  (3)
 
݌݇௔ ൌ 	 2728,92ܶሺ°Cሻ ൅ 273 ൅ 0,090181  (4)
Background  10
 
݂ܰܪଷ ൌ 110ሺ௣௞ೌି௣ுሻ ൅ 1  (5)
 
Urea treatment requires one hour of incubation time to degrade urea to ammonia, before it 
becomes antibiotic effective  (Vinnerås et al., 2003). Vinnerås et al  (2003) showed  that 6% 
urea, added to faecal matter increased pH to 9.2 within only one hour at room temperature 
(20 °C), which  lead to a high sanitisation effect  in a short time: E. coli and Salmonella spp. 
reached  the detection  limit  (<1  log10) within 5 days of  this  treatment, while Enterococcus 
spp.  needed  21  days  for  inactivation  (detection  limit:  <2  log10).  As  virus‐indicator  of  this 
study, Salmonella Typhimurium 28B phage required 50 days for inactivation, showing a high 
ammonia‐resistance.  Bacteria  and  phages  were  significantly  reduced  compared  to  the 
control without treatment, showing an accelerated sanitisation effect with urea. Concerning 
ascaris eggs 50 days were necessary to achieve 0% viability (Vinnerås et al., 2003). Fidjeland 
et  al  (2013)  documented  within  experiments  on  sewage  sludge,  a  5  log10  reduction  of 
Salmonella  spp.  after  1 month with  1.5% urea  at  10°C or 0.5% urea  at  22°C.  In  contrast, 
enterococci were  reduced about 2  log10 with either 2% urea at 10°C or 0.5% urea at 22°C 
within less than six weeks.  




economic  expense  for urea  treatment,  the  sanitisation  costs  can  be  compensated  by  the 
usage as fertiliser (Vinnerås, 2007). 
Ammonia sanitisation is even more effective at higher temperatures, proved for example by 
Nordin  (2010)  with  experiments  on  human  excreta.  With  0.5‐2%  urea  at  34°C  ,  all 
concentrations lead to a 2 log10 reduction of Ascaris suum eggs within <5 days. To reach the 
same reduction at 24°C with 1‐2% urea, 30 ‐60 days were needed. A salmonella reduction of 
6  log10  was  reached  in  10  days  with  only  0.5%  urea  and  34  °C,  compared  to  lower 
temperature like 24°C, when the reduction time is doubled to 20 days (Nordin, 2010). In this 
as in previous studies, enterococci showed low resistance to higher temperatures, but higher 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ܶ݋ݐ݈ܽ	ܵ݋݈݅݀ݏ	ሺ%ሻ ൌ ݀ݎݕ	ݓ݄݁݅݃ݐݓ݁ݐ	ݓ݄݁݅݃ݐ ∙ 100   (6)
 
ܸ݋݈ܽݐ݈݅݁	ܵ݋݈݅݀ݏ	ሺ%ሻ ൌ ݀ݎݕ	ݓ݄݁݅݃ݐ െ ܽݏ݄ ݓ݄݁݅݃ݐ݀ݎݕ	ݓ݄݁݅݃ݐ   (7)
pH	
The pH was measured  in a 5‐fold dilution of 7 g sewage sludge with deionized water. The 











and untreated  sludge  samples  to be within  the measuring  range.  For  the  ammonium  kit, 
samples were filtered (0.45 μm) before adding the reagents. As the digested sewage sludge 
sample  for TOT‐N  showed  turbidity and no  complete homogenization,  it was also  filtered 
(0.45  μm)  to  avoid  false  high  readings  at  the  photometric  measurement.  For  TOT‐N 
digestion,  a  thermo‐reactor  TR  420  (Merck,  Darmstadt)  was  used.  The  photometric 







For enterococci, 0.1 ml of  the diluted  sample was applied  to Slanetzy Bartley  (SlaBa) agar 




petri dish and pouring  two  times 8 ml warm Violet  red bile agar  (VRG) over: once directly 
over the sample, the second time after the agar solidified. The counting was carried out after 




The  salmonella enumeration was performed with 0.1 ml diluted  sample being  applied on 
Xylose‐Lysine‐Desoxycholate  (XLD)  agar  plates  with  24േ3  hours  incubation  at  37േ1°C. 
Reaching low concentrations, 0.2 ml sample was applied on 5 XLD plates respectively giving a 




loop  and  applied  on  a Modified  Semi‐Solid  Rappaport‐Vassiliadis  (MSRV)  agar  plate. One 
Salmonella Typh. colony diluted in 5 ml peptone‐water was used as a positive control. After 
incubating for at least 16 hours at 42°C, the plates were examined whether salmonella was 




For  sampling  of  bacteriophages,  the  corresponding  host  bacteria  solution  has  to  be 
incubated  beforehand: One  colony  of  either  Salmonella  Typh. WG49  (ATCC  700730),  the 






on blood agar base  (BAB) agar plates and  then  incubated  for 17  to 24 hours at 37  °C  for 








A  solution of 2∙105 Ascaris  suum eggs/ml  (Excelsior  Sentinel, USA) was diluted with 0.1 N 
sulfuric acid and approximately 104 eggs  injected  to a nylon bag  (2∙25 cm2; mesh, 35 μm). 
The injection hole was closed with melt glue and each bag was transferred into sulfuric acid. 
The bags were stored in this acid under aerated conditions in the fridge until use. The nylon 
bags  keep  the  eggs  inside but  are permeable  for  fluids,  thus  allow  to be  affected by  the 
tested treatments  in the experiment. One ascaris egg bag per compost vessel was used for 
monitoring reduction in egg viability. Before applying the bag, it was taken from the sulfuric 
acid,  rinsed  in  tap  water  and  shortly  drained  with  paper.  The  same  procedure  was 













As equation 8  shows, all  stages before  larval development were  considered as non‐viable 
egg. Eggs with started development were still included as non‐viable due to their unfinished 
development compared  to others being able  to  reach  the  larval stage. The viability within 
the experiment was then divided by the initial viability, as the reduction has to be related to 
the initial viability.  
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unit  in  trial  3  (Figure  4c). Overall,  1%  urea+2%  ECOX  and  also  the  1.5%  urea  treatment 
showed the highest pH‐values. However, the difference between the highest and lowest pH 











































































































Table 4) are within or close  (+/‐1 g/kg) the expected range. The  increase  in total nitrogen, 
due to the treatment additives can be seen in Table 4 (day 2). Mostly, the values are lower 
than  the  calculated  addition  of  nitrogen  indicating  losses.  Comparing  total  Nitrogen 
measurements  of  day  2  and  final  sampling  day  14,  almost  all  treatments  show  a  slight 
decrease  in  total Nitrogen  over  the  2 weeks  experiment, with  bigger  losses  than  1  g/kg, 







Treatment  Trial  Day 2  Day 14
    N‐TOT  NH4+ N‐TOT NH4+
Control 
1  1.7  1.2  2.1  1.7 
2  2.8  1.5  4.6  3.7 
3  3.5  1.7  3.2  1.8 
           
1% Urea 
1  3.5  1.7  3.2  1.8 
2  5.0  3.9  4.4  3.2 
3  6.8  4.7  4.8*  4.1 
           
1.5% Urea 
1  6.0  5.8  5.5  5.1 
2  7.2  5.8  6.0*  5.5 
3a  7.6  6.8  8.3  6.3 
3b  7.4  6.3  5.8*  4.5 
           
0.5% Urea + 2% ECOX 
 
1  3.3  2.5  2.9  2.6 
2  4.2  2.8  4.5  3.6 
3  6.7  4.1  6.7  4.7 
           
1% Urea + 2% ECOX 
 
1a  4.5  3.1  4.1  3.3 
1b  4.3  3.7  3.9  3.3 
2  6  4.3  6.1  5.5 
3  6.8  6.5  6.5  5.3 
           
1.5% Urea + 3% CaCO3 
 
1  6.9  5.6  6.1  4.9 
2a  6.1  4.8  2.5*  0.8 
2b  5.8  5.2  4.4*  3.8 
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differed  between  the  organisms  studied.  Salmonella  and  total  thermotolerant  coliform 
bacteria  (TTC)  showed  a  rapid  pathogen  inactivation  compared  to  the  control,  whereas 




(DR=8.3 days)  (Table 5). All  treatments showed similar good  reduction, but  the  treatments 
1.5% urea and 1.5% urea+3% CaCO3 have a slightly shorter decimal reduction time (DR=1.5 
days).  In  contrast,  for  the 1% urea  treatment,  the  time  for one  log  reduction was  longest 






the same result on sampling day 14  (DR=1.6 days). Comparing  the decimal reduction  time, 
the time needed by the 1% urea treatment for pathogen reduction was double that needed 
by  1.5%  urea  or  1%  urea+2%  ECOX  (Table  5).  The  detection  limit  of  0.02  CFU/g was  not 
reached in all treatments for trial 3 (for 1% urea; 1.5% urea and its replicate). 
All  sampling  data  for  Enterococcus  spp.  reduction  (Figure  6c)  are  in  a  range  of  2‐5  log10 
CFU/g.  About  1  log10  reduction was  reached  in  control  and  all  treatments  (DR=10.9‐17.4 
days)  except  for  0.5%  urea+2%  ECOX  (DR=32.4).  This  treatment  (0.5%  urea+2%  ECOX) 




additives don´t seem  to have an effect on  the  reduction, but mainly  the  temperature and 




trials.  Altogether,  the  detection  limit  (10  PFU/g) was  not  reached  consistently,  but  0.5% 
urea+2% ECOX (DR=8.5) and 1.5% urea (DR=9.4) reached in trial 2 and 3 concentrations close 































































































































































Treatment  TTC  Salmonella Enterococci Coliphages
1% Urea  ***  ***  ‐  ‐ 
1.5% Urea  ***  ***  ‐  ‐ 
0.5% Urea+2% ECOX  ***  ***  *  ‐ 
1% Urea+2% ECOX  ***  ***  ‐  ‐ 





Regression  analysis  was  performed  for  each  treatment  and  organisms  (Table  6).  All 
treatments showed a significant reduction for TTC and salmonella compared to the control. 
Coliphages and enterococci had concentrations not significantly different  from the control, 
with  the  one  exception  for  enterococci  in  the  0.5%  urea+2%  ECOX  treatment  being 





lower R2  indicates that the  linear regression model of coliphages and enterococci fit  less to 
the data than the model of salmonella and TTC. 
The  residual plots  (Figure 7 and  Figure 8)  from  the  regression analysis  for  coliphages and 
enterococci  show  a  random  pattern with  symmetric  character. A  random  error  for  linear 
models produces residuals which are normally distributed, showing a symmetric but random 
pattern  in  the  residual  plot.  The  residual  plots  for  salmonella  and  E.  coli  both  show  a 
tendency  towards  non‐symmetry.  This  means  the  error  is  not  totally  random  and  it  is 
possible  to  predict  residuals,  thus  the  model  does  not  reflect  the  measured  values 
sufficiently.  The  datasets  for  both  E.  coli  and  Salmonella  spp.  due  to wrong  estimates  of 
dilutions  to  sample were  smaller,  consequently  leading  to  less  data  points  for  fitting  the 
models.  In contrast, phages and enterococci did not contain  lacking data points and hence 
have  a  slightly  higher  certainty.  Another  explanation  for  the  residual  plots  of  E.  coli  and 
salmonella can be the usage of a linear model to describe the pathogen reduction. The non‐
symmetrical  pattern  in  the  plot  can  indicate  that  the  log  linear  models  for  E.  coli  and 
















































































The  viability  of  Ascaris  suum  eggs  in  the  experiment  showed  a  high  variability within  a 
treatment over the three trials  (Table 7). Due to high variation  in viability within the same 
treatment  between  trial  1‐3  and  because  of  the  different  temperature  development 
between the trials of the same treatment single values or ranges are presented  instead of 
summarising statistics. Comparing the control with the initial viability of 86%, there is a 15‐
44%  reduction  due  to  the  compost  process  itself.  Each  chemical  treatment  gave  an 
additional  reduction  of  ascaris  egg  viability  compared  to  the  control.  For  the  1%  urea 
treatment,  all  three  trials  had  similar  results with  37‐45%  viable  eggs, which  is  a  slightly 
lower  viability  than  the  control.  The  higher  urea  content  of  1.5%,  resulted  in  a  total 
inactivation with no viable eggs in trial 2 and only 3% viability for trial 3a. However, trial 3a is 




CaCO3)  shows  around  50%  viable  eggs  in  all  trials,  except  for  2a.  This  is  questionable, 
especially as trial 2a shows a total inactivation of ascaris eggs (no viable eggs were detected, 

















Control  71  42 56
1% Urea  37  45 41
1.5% Urea  44  ൑0.1   3 (a)      48 (b) 
0.5% Urea + 2% ECOX  41  29  51 
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The control  shows  the beginning of a  typical pH development. Composting,  typically 




increased  by  urea  alone  and  combined  with  carbonate  or  ECOX  compared  to  the 
control (Figure 4). Vinnerås et al. (2003) documented an  increase up to 9.2 one hour 
after application of 6% urea to faecal matter. In this study less urea was used, but a pH 
of  9.2  was  reached  with  1%  urea+2%  ECOX.  After  addition,  1%  urea+2%  ECOX 
developed the highest pH  increase  in all trials and stayed the highest until the end of 
the experiment, except  for  trial 2 which was higher  than  the other  treatments only 


















5).  This  can  be  explained  by  generally  lower  temperature  development  in  the 
anaerobic  treatment phase and  significantly  lower pH between 8.2 at  the beginning 
and down to 6.5 at the end. Both, lower temperature and lower pH decreased the risk 
of  ammonia  volatilization  in  the  control. Moreover,  the  control  did  not  receive  any 
urea addition, hence less ammonia was contained in the material, which could be lost. 
5.5 Treatment effects and organism inactivation 
Five  treatments were  tested  for  the best possible effect on sanitising  sewage sludge 
(Figure  6).  Five  microorganisms  were  used  as  indicator  or  model  organisms  for 










The  reduction  time  also  shows  that  the  addition  of  ECOX  and  carbonate  is  not 
necessary  since  1.5%  urea  solely  applied  gave  the  same  result.  Though,  the 
combination with 2% ECOX, halved the DR of 1% urea solely to 0.8 days and  indicates 
an  improved effect on  salmonella  inactivation  (Table 5).  For  salmonella enrichment, 
methods giving different detection limits were used: Day 7 with 1 CFU per 10 g (trial 1 





for  salmonella with  1.5%  urea  (trial  3) was  excluded  from  the  regression  line,  as  it 
deviates from the previous inactivation trend and when comparing to trial 1 and 2, or 
other treatments. Explanations for the exceptional data point for 1.5% urea could be 




Enterococci  and  phages  in  treatments  had  a  reduction  which  however  was  not 
significant compared to the control (Table 6). A 3  log10 reduction for enterococci was 
not  reached  in  the experiment and phages were not  reduced  to  the detection  limit. 
The 1.5% urea  treatment  seemed  to have  the best effect on enterococci  (DR=10.9), 
however only of minor extend compared to control and other treatments, as they all 
showed similar reduction (Figure 6). In the control, other factors than those from the 
chemical  amendments  was  effecting  the  inactivation.  In  previous  studies  of  urea 





control (DR=16.6) did not show any  increase  in Enterococcus  like 0.5% urea+2% ECOX 
(DR=32.4) and was reduced similar to the other treatments. Somatic coliphages on the 
other hand, showed the best effect with 0.5% urea+2% ECOX (DR=8.5) and 1.5% urea 













trial 3a  (1.5% urea) maintained 32°C until day 7, which was much higher  than  trial 1 
and  3b  with  approximately  40%  viable  eggs.  Thus,  a  different  temperature 
development caused considerably different viability rates within the same treatment. 
The  1%  urea+2%  ECOX  treatment  showed  rather  similar  temperature  development 
throughout  the trials, except  for trial 1b. An average viability of 18%  (36%, 13%, 6%) 
was achieved indicating 1% urea+2% ECOX reached lower viability rates than 1% urea 
alone, which resulted in an average of 41% viable eggs. Therefore an increase of urea 





No  treatment  could  completely  fulfill  the  proposed  Swedish  demands  on  class  A 
biosolids  (2010) concerning enterococci  (<1000 g‐1 TS). Only 1.5% urea solely or with 
CaCO3 and 1% urea+2% ECOX showed the potential of reaching  lower concentrations 
of  enterococci  (102)  in  trial  2,  due  to  higher  temperatures  being maintained  for  a 





In  trial  2,  a  salmonella  concentration  of  <1  CFU/50  g  was  reached  in  all  tested 
treatments  fulfilling  the  Swedish  recommendation, while  in  trial  3,  1% urea did not 
reach  class A, whereas  all  ECOX  related  treatments  and 1.5%+CaCO3 did. 1.5% urea 
solely  reached  salmonella  concentrations  between  1  CFU/10g  and  1  CFU/50  g ww 
sludge  and  it  can  be  assumed  to  fulfill  Swedish  obligations.  Bacteriophages  are  not 
included  in  class  A  recommendations.  However,  considering  the  relatively  high 
resistance of somatic coliphages  in this experiment, bacteriophages can be a valuable 
addition to pathogen recommendations to draw conclusions about the occurrence of 
enteric virus.  Including phages as virus  indication can  improve the risk determination 
of sewage sludge and other substances. 
5.7. Recommendations and Shortcomings  
The  three  trials  show  high  variations  for  the  same  treatment,  leading  to  difficulties 
when comparing the effectiveness of amendments. Also within trials, i.e. same sludge 
used,  large differences between  replicated  treatments were observed, especially  for 
the temperature development and Ascaris suum egg viability. Problems like this show 
the high dependence on similar conditions within an experiment. Enterococci showed 
the highest  resistance  to  the  treatments. Recent  experiments on urea  effect during 
different  temperatures  demonstrated  a  3  log10  reduction  of  enterococci within  one 
week  at  41.5°C with  0.5%  urea  or  at  38°C with  1.5%  urea  (Fredrik Wirell,  personal 







layers  of  parafilm  or  a  plastic  bag  in  between  opening  and  lid.  Insufficient 
sealing might be the reason for temperature variations, when oxygen could still 
get  into  the vessels. By providing a proper sealing, similar  for each vessel  the 
experiment could be improved.  
 
2. Another  aspect  is  the  length  of  the  composting  phase  at  beginning.  One 
additional  day  could  be  given  for  the  compost  process  to  maintain  a  high 




temperature drop on day 2 might not be a problem  for a  large‐scale  trial. A 
bigger  volume  of  sewage  sludge  (tons)  has  a  higher  potential  for  heat 
conservation  after  composting  and  hence,  might  maintain  a  higher 
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  TS %  VS %  TS %  VS % 
1  29,93േ0,30  54,43േ0,77  31,69േ0,14  50,61േ0,34 
2  31,83േ0,48  51,35േ1,57  32,80േ0,97  49,81േ1,67 















Control  31,9േ0,3  32,3േ0  33,3േ0,1    50,3േ0,8  49,3േ1,9  50,7േ0,4    31,2േ0,4  30,9േ1,3  33,8േ0,04    48,2േ1,2  48,9േ3,1  52,0േ1,1 
1% Urea  31,4േ0,3  31,3േ0,7  33,9േ0,6    51,7േ1,9  53,3േ0,6  48,8േ3,6    31,2േ1,7  29,5േ1,5  32,7േ0,6    46,1േ2,9  51,9േ2,9  52,3േ1,6 
1,5% Urea  31,6േ0,4  31,0േ0,2  (a)32,8േ0,2 (b)33,9േ1,2    49,4േ1,6  53,7േ0,8 
(a)51,8േ0,4 
(b)49,6േ4    30,3േ0,03  29,9േ0,4 
(a)33,2േ1,3 
(b)28േ4,5    49,1േ0,2  51,7േ0,8 
(a)51,0േ0,9 
(b)47,9േ8,9 
0,5% Urea+2%ECOX  32,1േ0,2  31,8േ0,1  34,0േ1,2    47,9േ0,7  50,6േ0,4  48,2േ2,5    30,2േ0,2  31,5േ1,5  29,2േ3,7    47,2േ0,2  48,9േ2,9  49,1േ1,3 
1% Urea+2% ECOX  (a)31,7േ0,1 (b)31,9േ0  30,7േ0,9  33,6േ0,3   
(a)48,6േ0,1 
(b)48,8േ0,1  52,0േ0,6  49,7േ0,02   
(a)30,7േ0,8 
(b)30േ0,1  30,0േ0,8  33,4േ0,7   
(a)46,1േ2 
(b)48,3േ0,02  50,7േ0,5  51,1േ1,7 
1,5% Urea+3% CaCO3  33,5േ0,2  (a)33,3േ0,3 (b)34,2േ0,7  34,9േ0,2    46,1േ0,6 
(a)48,7േ0,4 
(b)47,6േ0,4  47,7േ0,3    33,9േ2,5 
(a)32,7േ0,3 
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